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S La pr6sente invention concerne un milieu de culture de bactiries, i utiliser en 
condition anaerobic, comprenant au moins un complcxe m^tallique qui permet la 
polymerisation oxydative d*un ddriv^ indoxyl. Ledit complexc m^tallique, en 
particuHer le citrate dc fer ammoniacal, k une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
mg/l, de preference 0.6 mg/m!. Le milieu de culture selon rinvention peut comprendre 
10 en outre au moins un substrat contenant un derive indoxyl, notamment un substrat tel 
que X-Gal, a une concentration comprise entre 10 et 500 mg/l. 

Des nombreuses m^thodes d^identification et de d^nombrement de souches 
bact^riennes ont ii6 d^veloppees pour satisfaire les besoins en tests ou en outlls de 
IS diagnostic dans tous les domaines techniques, et scientifiques qui touchent k la 
microbiologie, notamment la m^decine et I'agro-alimentaire. 

De telles mdthodes peuvent s'av^rer extrememcnt utiles pour le diagnostic des 
infections opportunistes dont les symptomes sonl parfois peu caract6ristiques de la 

20 cause exacte de la maladie. Par exemple, la maladie de Crohn (MC) est une maladie 
tnflammatoire chronique du tube digestif Elle se manifeste par des douleurs 
abdominales, de la diarrhee, de la fi^vre et une dinutrition. Les lesions sont 
caracteris^es par une atteinte de la paroi digestive qui est enflammee, epatssie et 
ulc^rde. Cette maladie dure toute la vie, durant laquelle les patients subissent des 

25 pouss6es 6volutives suivies de p^riodes de remission. 

Les travaux consacr^s aux modifications de la flore au cours de la MC ont donn6 des 
resultats discordants. Cependant, la plupart d*entre eux s'accordent pour conclure a 
une augmentation du nombre d'E. coli et de Bacieroides du %xo\xpt Jra^lis. Aucune 
30 souche potentiellement pathogene n*a pu etre individualisee. 
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L'^tude d*une glycoprotiine plasmatique excr6tie dans les sellcs, Ta-l -proteinase 
inhibiteur, a mis en Evidence une alteration du mctabolisme bactirien chez les patients 
atteints de MC, En effet, chez les sujets sains, cette glycoprotiine est ddglycosylee tout 
5 le long du colon suite & Taction des exoglycosidases d'origine bactirienne. Par contre. 
chez les patients, elle rcste glycosylte, ce qui traduit un defaut d*activit6 de ces 
osidases. Ce defaut a 6i6 effectivement prouve par des dosages d'activit^s 
glycosidasiques au sein d'extraits fecaux. Les activitis enzymatiques, et notamment 
celle de la p-galactosidase, ont 6i6 trouvees fortement diminuees chez les patients par 
10 rapport aux tdmoins, Favier et al,, (1996), Differenciation and identification of human 
fecal anaerobic bacteria producing P-galactosidase (a new methodology). Journal of 
Microgiological Methods 27, 25-31 ; Favier et al., (1997), Fecal P-D-galactosidase 
Production and Bifidobacteria Are Decreased in Crohn's Disease, Digestive Diseases 
and Sciences. 42, 817-822. 

15 

La capacity de la flore fecale de ces patients et de sujets sains, incub^e dans des 
conditions appropriies, k produire et k libirer la p-galactosidase, a iii etudi^e. Pour ce 
faire, des echantillons fecaux sont cultivds, en atmosphere anairobie et k 37*'C, dans un 
bouillon Wilkins Chalgren (WC) additionn^ de mucines gastriques de pore (afm de 
20 favoriser la croissance des gcrmes et la production d'exoglycosidases). L'activit6 p- 
galactosidase est doste sur les surnageants d'aliquotes prelevis en d^but (2h) et fin 
(22h) d* incubation. 

Ainsi, une m^thodologie permettant de d^nombrer s^lectivement les germes ana6robies 
25 lib^rant la P-galactosidase dans les fices a iti d6velopp6e. Cependant, compte tenu de 
la complexity de la flore, les mdthodes, traditionnellement utilisdcs, qui consistent k 
isoler les colonies, identifier les germes, puis doser Tactivitd enzymatique qu*ils 
produisent , ne semblent pas susceptibles de rdpondre au probleme pos6. 
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R^cemment, I'utilisation de substrats chromogines, tels que le 5-Bromo-4-Chloro-3- 
Indolyl-p-D-galactopyranoside ou X-gal, a permis la ddtection des germes ana^robies 
Lac*. Suite k I'hydrolyse enzymatique, le substrat subit une polymerisation oxydative 
qui provoque la formation d*un pr^cipit^ bleu. Cette mithodologie, qui permet de 
5 differencier, directement sur bolte de Petri, les germes capables de lib6rer la p-gal dans 
le milieu, a 6i6 appliqu6e & T^tude des germes fecaux de patients et de sujets sains. Les 
rdsultats obtenus ont iii rapprochds de ceux tiris de Tanalyse, a Paide de milieux 
silectifs, des principaux groupes de germes connus pour leur capacity A produire la P- 
galactosidase : Bacieroides, Lactobacillus et Bifidobacterium, 
10 Des exemples de tels milieux sent presents dans Chevalier, P., Roy, D. and Savoie, 
L, (1991) X-Gal based medium for simultaneous enumeration of bifidobacteria and 
lactic acid bacteria in milk, I Microbiol, Methods 13, 75-83 ; et dans Livingston SJ, 
Kominos SD, Lee RB, (1978), New medium for selection and presumptive 
identification of the Bacteroides fragilis group, J. Clin, Microbiol 7, 448-453, 

15 

Toutefois, il est parfois difficile de visualiser les bact^ries. On a mis au point, dans le 
cadre de la presente invention, un milieu contenant un complexe metallique oxydant 
qui permet notamment d*intensifier les halos de couleurs obtenus autour des colonies. 
Ce perfectionnement de la technique 6voquce ci-dessus, a i\i effectue de fa^on a 
20 favoriser la r&ction oxydative du substrat dans le milieu riduit nicessaire k la 
croissance des bact6ries en condition ana^robie. 

Ainsi, aucun document de Tart ant^rieur ne dicrit, ni ne suggere la presente invention 
telle que d^finie ci-apr6s. 

25 

DESCRIPTION 

La presente invention concerne un milieu de culture de bact^ries, k utiliser en 
condition anaerobic, comprenant au moins un complexe metallique qui permet la 
30 polymerisation oxydative d'un deriv6 indoxyl, Ledit complexe mitallique, en 
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particulier le citrate de fer ammoniacal, a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
mg/ly de priftrence 0,6 mg/ml Le milieu de culture selon rinvention peut comprendre 
en outre au moins un substrat contenant un d^riv^ indoxyl, notamment un substrat 
sdectionn^ parmi X-Gal, X-Phos, X-acgImn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de 
5 preKrence X-Gal, h une concentration comprise entre 10 et 500 mg/l, particulidremcni 
entre 50 et 200 mg/l, de pr6Krence k 100 mg/ml. 

On entend par « bacterie » dans le cadre de rinvention, les bact^ries anaerobies, 
aerobie anaerobies, et de toute bacterie produisant naturellement ou non une P- 
10 galatosidase. Parmi les bacteries transformees, on peut citcr notamment une bacterie 
transformee par un plasmide contenant le gene LacZ. eventuellement sous le contr6le 
d'un promoteur d'int^ret. 

D&s lors, le milieu selon rinvention est destine k la detection des bacteries anaerobies, 
15 aerobie anaerobies, et de toute bacterie produisant une p-galatosidase. 

On peut citer comme exemple les bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridixm, 
Citrobacter, Escherichia, et/ou Bacteroides, en particulier des souches 
Bifidobacterium bifidum^ Clostridium per/ringens, Clostridium butyricum^ £. co//, 
tXlouBacteroidesfragilis, 

20 

De preftrence, ce milieu de culture comprend le milieu Columbia cysteine bien connu 
de rhomme du mdtier, dont les ingredients et les caract6ristiques sont les suivants (en 
base qsp selon le fabricant) : 



Glucose 5 g 

25 Chlorhydrate de cysteine 0,3 g 

Agar 5 g 

Eau 1000 ml 

pH 7,3 

Autoclavage 15 mm, 120^C 



30 
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N^anmoins, le milieu selon Tinvention ne se limite pas 4 une liste d'ingr^dients 
particuliers, de sorte qu'il peut etre adaptd 4 la culture d'une bacteria donn^e que Ton 
cherche 4 ddtecten Par exemple, le milieu TSC, d^crit ci-dessous, peut servir de base 
pour la preparation du milieu selon Tinvention. 
5 Milieu TSC (base qsp scion le fabricant): 



Tryptose 15 g 

Peptone de farine de soja 5 g 

Extrait de levure 5 g 

Disulfite de sodium 1 g 

10 Agar-agar 15 g 

Eau 1000 ml 



Le milieu de culture selon Tinvention peut contenlr en outre du sulfate de magnesium 
a une concentration comprise entre 5 mM et 100 mM, de prifirence 20 mM, et/ou au 
15 moins un antibiotique, par exemple la cycloserine de pr^Krence k 0»4 g/1, la n6omycine 
additionnte de polymyxine de preference i 0.02 g/1 et 0,05 g/1 respectivement. 

Un aspect compiementaire de la prdsente invention conceme un produit de 
combinaison comprenant au moins un complexe metallique oxydant et au moins un 

20 substrat contenant un derive indoxyl pour une utilisation simultanee, s^paree, ou etalee 
dans le temps, destine k la detection de bacteries. Ledit substrat peut-etre seiectionne 
parmi X-Gal, X-Phos, X-acgImn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference 
X-Gal, et ledit complexe metallique est le citrate de fer ammoniacal. 
Ce produit de combinaison est caracterise en ce que le complexe metallique et le 

25 substrat sont vehicuies dans un solvant aqueux k une concentration comprises entre 3 
et 900 mg/1, de preference k 60 mg/ml, ou un solvant organique k une concentration 
comprises entre lOOmg/1 et 50 g/1, particulierement entre 500 mg/I et 20 g/1. de 
preference 4 10 g/1, Le produit de combinaison selon Tinvention peut contenir en outre 
du sulfate de magnesium a une concentration comprise entre 50 mM et 10 M, de 

30 preference 2 M, et/ou au moins un antibiotique. 
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Un aspect avantageux de la prisente invention a pour objet une trousse de detection de 
bactiries comprenant un produit de combinaison tel que d^fini ci-dessus. 

Dans le cadre de Tinvention, on entend par « detection » la visualisation. 
5 dventuellement ridentification, et la quantification dcs bact^ries. 

La pr&ente invention porte igalement sur un procddd de detection de bact^ries 
caract^ris^ en ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

a) On ajoute k un milieu susceptible de contenir lesdites bactiries. cultiv6es en 
10 condition anaerobic, au moins un substrat contenant un derive indoxyl, 

b) on ajoute au moins un complexe mitallique oxydant, en particulier le citrate de fer 
ammoniacal, 

c) on visualise Tapparition d'un pr6cipit6 de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies. 

15 

Dans un autre mode de realisation le proc^d^ de detection de bact^ries comporte les 
Stapes suivantes : 

a) On cultive lesdites bact^ries dans un milieu selon invention en condition 
ana^robie, 

20 b) on visualise rapparition d'un precipit6 de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies ; 
ou encore les Aapes suivantes : 

a) On ajoute i un milieu, susceptible de contenir lesdites bact^ries cultiv^ en 
condition anairobie, un produit de combinaison selon I'invention, 
25 b) on visualise Tapparition d*un pricipit^ de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies. 

Un aspect suppl^mentaire de la pr6sente invention concerne Tutilisation d'un 
complexe metallique oxydant, de pr^ftrence le citrate de fer ammoniacal, pour 
30 catalyser la polymerisation oxydative de derives indoxyl conduisant a un compose 
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colors insoluble, notamment pour amdliorer la detection de la liberation d*un d^riv^ 
indoxyl par un enzyme k partir d'un substrat contenant un d^riv^ indoxyl, ledit substrat 
pouvant etre un substrat s^Iectionn^ parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag- 
a-Gal, et Mag-Phos, de prdftrcnce X-Gal. Ledit complcxe m^tallique permet 
5 d*inten$ifier le hato de couleur et/ou pour augmenter la coloration des colonies. 

LMnvention porte ^galement sur Tutitisation d*un milieu, d'un produit de combinaison 
ou d*un kit tels que d^crits ci-dessus pour la detection des bactdries qui poss^dent un 
enzyme permettant la liberation d'un d6m6 indoxyl i partir d*un substrat contenant un 
d&nwi indoxyl 

10 • 

L'ajout du citrate de fer ammoniacal permet non seulement de visualiser des couleurs 
qui n'apparaissent pas en culture dans des jarres en condition anaerobie, mais 
^galement d'intensifier le halo de couleurs des colonies cultiv^es sous sachet plastique 
en condition anaerobic. Le milieu Columbia semble tout a fait avantageux pour 
IS Tapparition des couleurs. Bien entendu, les couleurs et Fintensit^ des couleurs 
obtenues dependent ^troitement des souches, du niveau d'expression et de s^cr^tton de 
la P-galactosidase. 

Les exemples ct-apr&s sent donnes afm d*illustrer la presente invention mais ils n'en 
20 llmitent pas les modalit^s d 'execution. 

EXEMPLE 1 : MILIEU DESTINE A LA DETECTION DES 
BIFIDOBACTERIES 

25 La capacity du citrate de fer ammomacal (FAC) i augmenter la formation de Tindigo 
en sachet Generbag Anaer® et en Jarre a 6ii ddterminie. 

line souche de Bifidobacterium bifidum a iii ensemencee sur le milieu Columbia 
cysteine + X-Gal avec ou sans FAC (0.3 g/l), puis on a test6 TefFet de l'ajout du FAC 
30 avant ou apres autocIavage/reg£n6ration. 
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Les colonies dans le sachet Generbag Anaer® sont entouries par un halo plus intense 
en presence de FAC, et les halos sont devenus visibies en jarre, 
Le dinombrement bact^rien montrc une diminution du nombre de germes quand le 
5 FAC est ajoutd au milieu apr^s autoclavage/rtginiraiion. 

Ainsi, le FAC, ajout^ avant rtgin^ration du flacon, favorise Tapparition du halo. 

DifRrentes concentrations de FAC ont ensuite 6t6 testtes sur trois souches de 
10 Bifidobacterium. Les risultats sont present6s au tableau I ci-dessous 



Tableau I 



FAC(g/l) 


0 


0.3 


0.6 


0.9 


3, bifidum 


0 




■H- 


■H-l- 4^ 




0 


+ 




■H- 


B. dentium 


0 


+ 




++ 



0 ; sans halo 
1 5 + ->+++ : intensity du halo 

4^ : diminution du nombre de germe (ici de 90 %) 

En consequence, 0.6 g/1 de FAC semble etre une concentration idiale pour visualiser la 
pr&ence de halo autour des colonies Bifidobacterium aprfe culture dans une jarre. 

20 

EXEMPLE 2 : ETUDE DE DIFFERENTS SUBSTRATS POUR FABRE 
APPARAITRE LA COLORATION EN ANAEROBIOSE PAR A JOUT DU FAC 

On a teste diffdrents substrats (100 mg/1) en milieu Columbia cysteine, en prdsence et 
25 en absence de FAC (0.6 g/1) 

2.1 Milieu additionne de X-Gal 
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La presence de FAC a permis d'observer la coloration due k Thydrolyse du substrat X- 
Gal pour les colonies de Closiridium : 

Les colonies de C perfringens (P-galactosidase+) sont cores sans FAC ; bleu-vert avec 
un halo bleu en presence de FAC. Les colonies de C. butyricum (p-galaclosidase+) 
5 sont crimes sans FAC ; crime-vcrdatre entourecs d'un liger halo bleu vert avec le 
FAC. Par contre, les colonies de Citrobacier (P-galactosidase+) resient crimes avec ou 
sans FAC : soit le FAC ne sufFit pas pour voir la coloration, soit les germes n'ont pas 
hydrolysi le substrat. Dans cette souche le gine LacZ est sans doute sous le contr6le 
de Topiron lactose. Dis lors, il est nicessaire d'ajouter du lactose dans le milieu de 
10 culture pour induire Texpression de la P-galactosidase. 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont particuliirement 
importantes pour les souches de C. perfringens^ et C butyricum. 

12 Milieu additionni de Mag-Gal 

15 Les colonies de C perfringens (p-galactosidase+) sont ocres sans FAC ; roses avec un 
halo rose en presence de FAC. 

Les colonies de C butyricum (P-galactosidase+) sont crimes sans FAC ; rosies avec 
un halo rose avec le FAC, et celles de Citrobacter (p-galactosidase+) sont crimes sans 
FAC ; rosees avec le FAC. La prdsence de FAC a permis d'observer la coloration due 
20 a rhydrolyse du substrat Mag-Gal pour les colonies de Clostridium butyricum et pour 
les Citrobacter, Les enzymes de ces demiers ne seraient done pas inducttbles mais 
seraient plus capables d'hydrolyser le Mag-Gal que le X-GaL 
Les diffirences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont, dans Tordre, tris 
marquies pour la souche de : C perfringens, C. butyricum, Citrobacier, 

25 

2«3 Milieu additionni de X-Phos 

Les colonies de C perfringens (phosphatase alcaHne+) sont crimes sans FAC ; crime 
verdfitre avec un liger halo bleu en prisence de FAC. 
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Les colonies de C butyricum (phosphatase alcaline-) sont crimes sans FAC ; crimes 
avec un halo tris clair pris de la colonie puis bleu en piriphirie avec le FAC» et celles 
de Qirobacter sont crimes sans FAC ; bleu-vert avec un liger halo bleu-vert avec le 
FAC. 

5 Les colonies de £. coli sont crimes verdatre tris clair sans FAC et plus foncics avec le 
FAC. Enfm, celles de Bacteroides fragilis (phosphatase alcarme+) sont crimes quand 
elles sont isolies, bleues en groupe sans FAC ; crime fonce, marron clair avec FAC. 

Les difFirences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont tris marquees 
10 pour la souche de ; Citrobacier, viennent ensuite dans Tordre ; C butyricum^ C 
perfringens. R coli et, enfin J?, fragilis, Meme si les couleurs ne sont pas nettes, la 
prisence de FAC a permis d'observer la coloration (C perfringens, C butyricum), ou 
d'accroltrc la couleur (£ coli) due a Phydrolyse du substrat X-Phos. En ce qui 
conctmtB, fragilis^ cette libire des enzymes extra cellulaires qui forment des halos de 
1 S couleurs indifmissables. 

2*4 Milieu additionni de Mag-Phos 

Les colonies de C. perfringem (phosphatase alcaline+} sont crimes sans FAC ; roses 
20 avec un halo rosi en prisence de FAC. Celles de C butyricum (phosphatase alcaline-) 
sont crimes sans FAC ; roses avec un halo rosi avec le FAC. Celles de Citrobacier 
sont crimes (centre plus fonci) sans FAC ; roses (gilose rosie) avec le FAC. 

Celles de £. coli sont crimes (centre plus fonci) sans FAC ; roses (gilose rosie) avec 
25 le FAC. Celle de Bacteroides fragilis sont rosi-crime sans FAC ; rosi-crime avec un 
halo brunStre avec FAC. 

La prisence de FAC a permis d'observer la coloration due i Thydrolyse du substrat 
Mag-Phos pour les colonies de Clostridium^ les £. coli et les Citrobacter, 



II. 



Les difF^rcnces entre le milieu avec FAC et ie milieu sans FAC sont plus marquees 
pour les souches de : C perfringens et C butyricum, viennent ensuite Ciirobacter et £ 
colt, znrinB.fragUis. 

5 2.5 Milieu addittonn£ de M ng-a-Gfll 

Les colonies de C. perfringens (Mag-a-GaI+) sont crimes sans FAC ; ros6es en 
presence de FAC. Celles de Bacieroidesfragilis (Mag-a-Gal+) sont crdme fonce sans 
FAC ; ros6-creme avec FAC. Celles de C butyricum (Mag-a-Gal+), Ciirobacter^ et £ 
10 coU sont crimes sans FAC ; crimes plus ou moins foncies avec le FAC. 

Les difFirences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 
pour les souches de : C. perfrmgem et A fragilis^ viennent ensuite C butyricum, 
Citrobacier et K coli 

1 S 2.6 Milieu additionn£ de X-acglmn. 

Les colonies de C. perfringens (X-acgimn+) sont crimes sans FAC ; crimes tris 
legirement verdfitre en prisence de FAC. Celles de C butyricum (X-acglmn-) n'ont 
pas poussi sans FAC ; verdatres avec un halo bleu en presence de FAC. Bacieroides 
20 fragilis p(-acglmn+), Citrobacier et £ coli sont crimes avec ou sans FAC. 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquies 
pour les souches de : C. perfringens. 

En conclusion, il ressort de ces itudes que les colorations sont apparues en milieu 
25 additionni de FAC, pour la majoriti des colonies. Le C bntyriam donne des risultats 
contredisant ses activitis enzymatiques supposies ; toutefois, la souche utilisie n*est 
pas forciment reprisentative de Tespice. 



EXEMPLE 3 : EXPEMENCES EN MILIEU TSC « NORMAL » 
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Pour etre plus proche des milieux s^lectifs permettant les d^nombrements des 
Clostridii, on a ria!is6 une premiere ^tude en milieu de base TSC « normal » avec le 
disulfite et le FAC (1.0 g/1), et sans antibiotiquc. 

5 Les colonies dc Clostridium perfringens sont noires. Que l*on ajoutc du X-Gal, du 
Mag-Phos, du X-glu ou du X-glucu, les colorations dues h I'hydrolyse de ces substrats 
restent difficiles 4 voir. Cependant» les halos gris-bleu autour des colonies de C 
per/ringens en presence de X-Gal (100 mg/1, associe au Mag-Phos 50 m/l ou au X- 
glucu 100 m/l) peuvent permettre de distingucr les C. per/ringens des autres germes, 

10 Ces halos sont observes igalement autour des colonies toutes bleues d'£. coli 
(uniquement en X-Gal+ Mag-Phos). 



Alnsi, Papparition de la coloration est gen^e par Tutiiisation du disulfites par les C 
perfringens, II semble n^cessaire de travailler dans un milieu sans disulfite. 

15 

EXEMPLE 4 : EXPERIENCES EN MILEU TSC SANS DISULFITE 



Reprenant la base du milieu TSC (milieu TSC sans antibiotique, et cette fois sans 
disulfite), on a teste les substrats X-Gal, Mag-Gal, X-Phos et Mag-Phos (100 mg/1) en 
20 presence et en absence de FAC (0.6 g/1). Les colorations sont, en general, moins nettes 
qu'en milieu Columbia. 

Avec X-Gal, les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
marqutes pour les souches de : C perfringens et £. coli, puis Citrobacier et fl. fragilis, 
25 C. butyricum reste cr^me avec FAC. 

Avec Mag-Gal, les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont 
plus marquees pour la souche de : C perfringens puis pour celles de E, coli ti 
Citrobacter, et tn^n B.fragitis, C butyricum n*a pas pouss6 en absence de FAC. 
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Avec X-Phos les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
marquees pour la souche de : £ coli, Citrobacier puis celles de C perfringens et A 
fragilis. C butyrlcum n*a pas pouss^ en absence de FAC. 

5 Avec Mag-Phos les colonies sont juste plus fonctes en presence de FAC, les 
differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees que les 
souches de £ coli et Citrobacier puis pour celle de C perfringens. 

En conclusion, il est prdfirable d'utiliser le milieu Columbia cysteine pour faire 
1 0 apparaitre une couleur plus intense compart au milieu TSC. 

Si on donne une valeur pour Tintensite des couleurs des colonies en fonction du 
substrat, la p-galactosidase semble permettre de visual iser d'avantage les C 
perfringens par rapport a la phosphatase (Voir tableau 11 cl-dessous) 
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Tableau II 





C. perfringens 


C. butyricum 


Ciirobacter 


E. coli 


B./ragilis 


X-Gal 


3 


2 


0 


0 


0 


X-GalTSC 


3 


0 


2 


3 


2 


Mae-Gal 


3 


2 


1 


0 


0 


Mag-Gal TSC 


3 


0 


2 


2 


1 


GALACTOSmASE 




1.33 


1.25 


2.5 


1.5 


X-Phos 


2 


2 


3 


2 


!_i 


X-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


2 


Mag-Phos 


3 


3 


2 


2 


1 


Mag-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


0 


PHOSPHATASE 


2,25 


1.66 




2.5 


1 



20 



0 : manque de donntes 

3^0: intensity relative de la couleur des colonies pour un milieu donne avec un 
substrat donnd 
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EXEMPLE 5 : ETUDE DE L'EFFICACITE DE L'AJOUT DES FERRI- 
CYANroES POUR FABRE APPARAITRE LA COLORATION EN 
ANAEROBIOSE 

5 On a utilise le ferri cyanide scul a 0.6 g/l, II n'y a aucune difference entre les milieux 
contenant ou non ce produits pour le substrat X-Gal. 

Seules les colonies de Bacteroides fragilis sont bleues avec le X-Phos en presence de 
ferri cyanide, 

10 Ainsi, le X-Phos + ferri cyanide peut 6tre un excellent milieu pour pr^-identifier les 
Bacteroides. 

EXEMPLE 6 : AMELIORATION DU MILIEU DESTINE A L'ETUDE DES 
CLOSTRIDn PAR AJOUT D'ANTIBIOTIQUES 

15 

Pour se rapprocher du milieu TSC selectionnant les C. perfringens, on a ajout^ des 
antibiotiques a la base TSC : 

- soit de la cycloserine (0.4 g/1) ; 

- soit de la neomycine additionn6e de polymyxine (0.02 et 0.05 g/1 respectivement) ; 
20 - soit les trois ensemble. 

Toutes les colonies (C perfringens, C butyricim, £ ca//, B. fragilis, Citrobacier) 
poussent en presence de cycloserine seule. Par contre, T association neomycine et 
polymyxine (0.02 g/l et 0.05 g/1) permet d'inhiber la croissance de B. fragilis, K coli et 
25 Citrobacter. 

Les deux souches suivantes de Clostridium poussent : 



- les colonies de C. butyricum restent cremes, 
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- celles de C perfringetts sont Idgerement coIor6e (colonies au centre ros6 avec Mag- 
Gat (100 mg/1) et FAC (0.6 g/1) et colonics au centre verdatre entouries d*un tris I6ger 
halo avec X-Gal (100 mg/l) et FAC (0.6 g/l)). 

En milieu Columbia cyst6in6, Ics couleurs devraient etrc plus fonc6cs et Taddition 
d'antibiotiqucs, qui possWent le grand avantagc d'6tre autoclavables, devrait permettre 
d*inhiber les autres germes. 

La croissance des C. bvtyriaim n'est pas genante en milieu TSC etant donne que les 
colonies restent crimes, mais sera genante en milieu Columbia car les colonies ont des 
colorations proches de celles des C per/ringens. 
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REVE^a)ICATIONS 

1. Milieu de culture de bact^ries, k utiliser en condition anaerobic, comprenant au 
moins un complexe m6tallique qui permet la polymerisation oxydativc d'un d6rW6 
indoxyl. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1 dans lequel ledit complexe metallique i 
une concentration comprise entre 0,3 et 0.9 mg/l, de pr6f6rence 0,6 mg/ml. 

3. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 et 2 dans lequel ledit complexe 
mdtallique est le citrate de fer ammoniacal. 

4. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 i 3 comprenant en outre au 
moins un substrat contenanl un deriv6 indoxyl. 

5. Milieu de culture selon la revendication 4 dans lequel ledit substrat est selectionne 
parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de 
prtfirence X-GaL 

6. Milieu de culture selon la revendication S dans lequel ledit substrat a une 
concentration comprise entre 10 et 500 mg/l, particuliferement entre 50 et 200 
mg/l, de preference k 1 00 mg/ml . 

7. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 k 6 caracterisi en ce quMl est 
destine a la detection des bacteries anaerobies, aerobie anaerobies, et de toute 
bacterie produisant une p*gaIatosidase. 

8. Milieu de culture selon la revendication 7 caract^rise en ce quMI est destine a la 
culture des bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridium^ Citrobacter^ 
Escherichia, et/ou Bacteroides, en particulier des souches Bifidobacterium bifidim^ 
Clostridium perfringens, Clostridium butyricum, E. coli, et/ou Bacteroides 
fragilis. 

9. Milieu de culture selon la revendication 8 caracterise en ce quMl comprend le 
milieu Columbia cysteine. 

10. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 4 9 caracterise en ce qu*il 
comporte en outre du sulfate de magnesium k une concentration comprise entre 5 
mM et 100 mM, de preference 20 mM, et/ou au moins un antibiotique. 
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11. Produit de combinaison comprenant au moins un complexe m^tallique oxydant et 
au moins un substrat contenant un d6riv6 indoxyl pour une utilisation simultan^e, 
sdpar^e, ou ^tal^e dans le temps, destin6 h la detection de bact6ries, 

12. Produit de combinaison selon la revendication II caractdrise en ce que ledit 
5 substrat est sdlcctionnd parmi X-Gal, X-Phos. X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et 

Mag-Phos, de pr^ftrence X-Gal 

13. Produit de combinaison selon Tune des revendications 11 et 12 caract^s^ en ce 
que ledit complexe m^tallique est le citrate de fer ammoniacal. 

14. Produit de combinaison selon Tune des revendications 11 i 13 caract^rise en ce 
10 que ledit complexe metallique et ledit substrat sont vehicules dans un solvant 

aqueux a une concentration comprises entre 3 et 900 mg/1, de pr^ffirence a 60 
mg/ml, ou un solvant organique i une concentration comprises entre lOOmg^ et SO 
g/l, particuli&rement entre 500 mg/1 et 20 g/1, de pr£f6rence klOgfl. 

15. Produit de combinaison selon I 'une des revendications 11 A 14 caractdrise en ce 
15 qu'il comportc en outre du sulfate de magnesium k une concentration comprise 

entre 50 mM et 10 M, de pr6Krence 2 M, et/ou au moins un antibiotique. 

16. Trousse de detection de bact^ries comprenant un produit de combinaison selon 
Tune des revendications 1 1 i 15. 

17. Proc6d6 de d6tection de bactiries caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
20 suivantes: 

a) on ajoute i un milieu susceptible de contenir lesdites bact^ries, cultivees en 
condition ana^robie, au moins un substrat contenant un deriv6 indoxyl, 

b) on ajoute au moins un complexe mdtallique oxydant, en particulier le citrate 
de fer ammoniacal, 

25 c) on visualise T apparition d'un pr£cipit6 de couleur autour des colonies (halo) 

et/ou une coloration des colonies. 
IS. Proc^6 de detection de bact^ries caract^ris^ en ce qu'il comporte les Stapes 
suivantes : 

a) on cultive lesdites bact^ries dans un milieu selon Tune des revendications 1 a 
30 1 0 en condition anaerobic, 

b) on visualise I'apparition d*un pr6cipit6 de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 



. _ ^ - avans rectification 
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19. Procide de detection des bact^ries caractiris^ en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) on ajoute a un milieu, susceptible de contenir lesdites bact^ries cuhiv6es en 
condition ana6robie, un produit de combinaison scion l*une des 
revendications 1 1 a 16, 

b) on visualise I'appariiion d'un prdcipit^ de coulcur aulour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 

20. Utilisation d'un complexe metallique oxydant pour catalyser la polymerisation 
oxydative de dirivis indoxyl conduisant a un compose colore insoluble, 

21. Utilisation seton la revendtcation 20 pour ameliorer la detection de la liberation 
d'un derive indoxyl par un enzyme k partir d'un substrat contenant un derive 
indoxyl, ledit substrat pouvant etre un substrat silectionne parmi X-Gal. X-Phos, 
X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour intensifier le halo de couleur et/ou pour 
augmenter la coloration des colonies. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 20 a 22 caracterise en ce que le complexe 
metallique oxydant est le citrate de fer ammoniacal. 

24. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 10 pour la detection des 
bacteries qui poss^dent un enzyme permettant la liberation d'un derive indoxyl a 
partir d*un substrat contenant un derive indoxyl. 

25. Utilisation d'un produit de combinaison selon I'une des revendications 114 16 
pour la detection des bacteries qui possedent un enzyme permettant la liberation 
d'un derive indoxyl i partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 
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Feuille rectifige 



19, Precede de detection des bacteries caract^rise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) on ajoute a un milieu, susceptible de contenir lesdites bacteries cultivees en 
condition anaerobic, un produit de combinaison selon i'une des 

5 revendications 11 a 15, 

b) on visualise Tapparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 

20. Utilisation d'un complexe metallique oxydant pour catalyser la polymerisation 
oxydative de derives indoxyl conduisant a un compose colore insoluble. 

10 21. Utilisation selon la revendication 20 pour ameliorer la detection de la liberation 
d'un derive indoxyl par un enzyme a partir d'un substrat contenant un derive 
indoxyl, ledit substrat pouvant etre un substrat selectionne parmi X-Gal, X-Phos, 
X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal. 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour intensifier le halo de couleur et/ou pour 
1 5 augmenter la coloration des colonies. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 20 i 22 caracterise en ce que le complexe 
metallique oxydant est le citrate de fer ammoniacal 

24. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 10 pour la detection des 
bacteries qui possedent un enzyme permettant la liberation d'un derive indoxyl a 

20 partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 

25. Utilisation d'un produit de combinaison selon Tune des revendications 11 a 16 
pour la detection des bacteries qui possedent un enzyme permettant la liberation 
d'un derive indoxyl a partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 
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